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研究成果の概要（和文）：本研究では、結石形成のメカニズムと女性の結石が少ない理由を解明するために、結石形成
の性差について検討を行った。成果は、以下の３点である。①結石の形成過程を超微細構造のレベルで明らかにした。
②女性ホルモンの結石抑制作用を明らかにした。③女性ホルモンと結石関連遺伝子オステオポンチンの関係を解明した
。また、本研究の成果から、女性ホルモンを応用した新たな結石予防薬の可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined about sex differences in period of stone formation, 
for the elucidation about stone formation mechanism and the reason that the woman urolithiasis patient is 
few. The result is following three points. ① We clarified a stone formation process at an 
ultrastructural level. ② We clarified stone formation inhibiting effect of the female hormone. ③ We 
elucidated the relationship of female hormone and the stone-related gene: osteopontin. In addition, the 
possibility of the new calculus prevention using female hormone was thought by the result of this study.

研究分野： 腎泌尿器科学、尿路結石症

キーワード： 尿路結石　女性ホルモン　酸化ストレス　細胞障害　ミトコンドリア　オステオポンチン
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１．研究開始当初の背景 

わが国における尿路結石の発症率は、こ

の 40 年間で約 3倍にも増加した。5年再発

率も 40〜50%と高いが、発症機序の詳細は

不明で、予防薬はない。現在の飲水と食事

指導による結石予防法では結石の再発を抑

制することができず、新たな予防法の開発

が望まれている。 

2005 年の全国疫学調査において、結石の

生涯罹患率は、男性 15.1％、女性 6.8％と

女性で低い。特に、若年女性ではほとんど

発症しないことが明らかになった。その理

由として、女性ホルモンが肝臓で、シュウ

酸産生を抑制する酵素（SPT/AGT）の発現を

促し、尿中シュウ酸排泄量を減らすために

結石が形成されにくいと報告されてきた。

しかし、日本人のほとんどの結石患者は高

シュウ酸尿を伴わないため、女性には他の

結石形成を抑制する機序があると考えられ

る。 

そこで私達は、女性ホルモンが抗酸化作

用を持ち、動脈硬化を抑制するという最近

の報告に着目した。これまでに私達は、結

石の形成機序に酸化ストレスや細胞傷害が

係わっており、動脈硬化と似ていることを

見いだした。しかし、女性ホルモンの結石

形成における抗酸化ストレス作用は明らか

ではない。そのメカニズムを明らかにする

ことは、結石形成機序の解明と、新たな予

防薬の開発へ応用が期待できる。 

 

２．研究の目的 

尿路結石の発症率は女性では男性より低

い。このことから、女性ホルモンが結石形成

を抑制していると考えられるが、その機序は

明らかではない。最近、女性ホルモン（エス

トロゲン）による抗酸化作用が動脈硬化を抑

制することが報告された。私は、これまでの

若手研究 B（H21‐22、H23‐24）などにおい

て結石の発症機序が動脈硬化と似ているこ

とを報告した。さらに、結石形成の初期段階

には、酸化ストレスによる腎尿細管細胞障害

が係わっていることを明らかにした。これら

のことを踏まえ、本研究では、女性ホルモン

がもつ結石の抑制機構を、特に腎尿細管細胞

の微細構造の変化に着目し、酸化ストレスと

細胞障害の観点から解明する。さらに、女性

ホルモンのこれらの作用を応用し、結石予防

薬を開発することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

私達は、シュウ酸の前駆物質であるグリ

オキシル酸を 8 週齢の C57BL/6 マウスに腹

腔内投与し、実験的尿路結石の作成に成功

した。この結石形成モデルマウスでは、投

与 3-6 日目で腎に微小結石の形成が確認出

来る。このモデルでは雌でも結石の形成を

認める。本研究では、主にこの結石モデル

マウスおよびノックアウトマウス、トラン

スジェニックマウスを用い、結石形成過程

において雄・雌の比較検討を行う。そして、

結石形成期における細胞障害・ミトコンド

リア障害と女性ホルモンの関わり、および

結石マトリックスと女性ホルモンとの具体

的な関係について明らかにする。これらの

結果から、結石形成機序を解明し、女性ホ

ルモンを応用した予防薬の開発を行う。 

本研究では、下記の点について明らかに

する。 

(1）女性ホルモンの抗酸化作用から見た尿

路結石形成機序の解明 

①結石モデルマウスを用いて、結石形成

期における腎尿細管細胞の微細構造の

変化を明らかにする。特に、雌雄による

違いを中心に検討し、結石に対する女性

ホルモンの作用を解明する。 

②OPN ノックアウトマウスを用いて、結石

形成における微細構造の変化を経時的

に観察する。また、電子顕微鏡を用いた

免疫染色法で、結石モデルマウスにおけ

る OPN の局在と動態を検討し、女性ホル

モンとの関係を明らかにする。これらの

結果を踏まえ、結石の形成機序を推測す

る。 

(2)女性ホルモンの抗酸化作用を用いた新

規予防薬の開発 

結石モデル動物へ、女性ホルモン様の抗

細胞障害物質を投与し、予防効果を検討す

る。結石患者への投与を行った上で、効果

を確認し、新規予防薬の開発を行う。 

--------------------------------------- 

腎尿細管細胞とミトコンドリア障害から

みた雌雄の違い（(1)-①） 

グリオキシル酸 80mg/kg を 8 週齢の

C57/BL6 マウス（雄、雌）に投与し、投与

前、投与後、6,12,18,24 時間後, 2、3、6、



9 日後に sacrifice し、腎を摘出し、透過

型電子顕微鏡を用いて、形態変化を経時

的に詳細に検討する。結石形成を偏光顕

微鏡での観察、Ｘ線回折分析によって確

認する。また、採取した腎組織を固定液

の中で 1mm 角に細切し、エタノール系列

で脱水し、樹脂へ置換、熱重合を行った

後、ミクロトームで超薄切片（99nm）を

作成し、透過型電子顕微鏡で細胞内構造

の超微細形態を詳細に観察し、また、細

胞障害に関連している物質の免疫組織学

的検討を免疫染色法、westernblotting 法、

RT-PCR 法などを用いて経時的に検討し、

ミトコンドリアの微細構造の変化、酸化

ストレスの評価、その他の細胞微細構造

からみた細胞障害を経時的に観察し、結

石形成における性差の違いを明らかにす

る。 

女性ホルモンによる腎尿細管細胞とミト

コンドリア障害への影響（(1)-①） 

麻酔下にて両側卵巣摘除を行った 8 週齢

の C57/BL6 雌マウス、そして、卵巣摘除後

に女性ホルモン（エストラジオール

(0.01mg)＋プロゲステロン(0.25mg)/週３

回）を投与した 8 週齢の C57/BL6 雌マウス

へ、グリオキシル酸 80mg/kg を腹腔内投与

し、6,12,18,24 時間後, 2、3、6、9日後に

sacrifice し、腎臓を摘出した。結石形成の

観察、成分分析、透過型電子顕微鏡や走査

型電子顕微鏡での観察、細胞障害について

の免疫染色法、westernblotting 法、RT-PCR

法、そして 24 時間尿生化および酸化ストレ

スマーカーの評価を行い、女性ホルモン作

用について検討する。 

 

電子顕微鏡を用いたOPNの免疫染色法（(1)-

②） 

結石モデルマウスを用いた光学顕微鏡下

の免疫染色法を応用し、OPN の電子顕微鏡下

での免疫染色法を確立した。Sacrifice 時に

還流装置を使用して採取した腎組織を固定、

脱水、樹脂へ置換、紫外線重合を行い、カ

プセルから取り出し、ミクロトームで超薄

切片（99nm）の標本を作製する。OPN モノク

ローナル抗体を一次抗体として使用する。

二次抗体は、15nm の金コロイドで標識され

た抗体を反応させ、透過型電子顕微鏡で腎

尿細管細胞内、腎間質内、管腔内、結石内

の OPN の局在を超微細形態と併せて観察す

る。 

結石形成期における女性ホルモンと OPN の

関係（(1)-②） 

 確立した電子顕微鏡下での OPN 免疫染色

法を用いて、結石モデルマウスで腎組織内

での OPN の局在と動態を詳細に検討する。

さらに、OPN ノックアウトマウス、トランス

ジェニックマウスの雄、雌（すでに作成済

み）を用い、wild type マウスの研究と同様

に電子顕微鏡を用いて、細胞障害について

詳細に検討し、女性ホルモンおよび OPN の

関係について明らかにする。 

結石形成予防法の開発（(2)） 

上述の検討で、結石形成において、ミト

コンドリアの形態変化、酸化ストレス、細

胞障害の発生が、女性ホルモンと重要な関

係にあることを明らかにした上で、結石モ

デル動物に、女性ホルモン様の抗細胞障害

物質を投与し、予防効果の検討を行う。 

その後、結石患者への投与を行った上で、効

果を確認し、新規予防薬の開発を行う。 

 

４．研究成果 

腎尿細管細胞とミトコンドリア障害からみ

た雌雄の違い（(1)-①） 

腎尿細管細胞とミトコンドリア障害から

みた性差について研究した。雌雄のマウスに

シュウ酸前駆物質を投与し、結石形成に至る

まで、腎尿細管細胞とミトコンドリア障害に

ついて、主に透過型電子顕微鏡を用いて数時

間毎に仔細に形態学的、分子生物学的に検討

し、雌雄の違いを明らかにした。結石形成モ

デルマウスの微細構造は、まずミトコンドリ

アの変形がおこり、尿細管細胞、微絨毛の崩

壊、尿細管管腔内への崩壊物質の脱落、そし

て崩壊物質が凝集することで結晶核の形成

を起こしていることが明らかになった。メス

のマウスでは、これらの形態変化が、オスに

比べて、やや遅く経過している傾向が見受け

られた。 

この結果は、女性ホルモンが結石形成期に

起きる細胞障害およびミトコンドリア障害

に対する防御作用を持っている可能性が示

唆された。 

 この研究ではいままで明らかになってい



なかった尿路結石形成初期の機序を明らか

にし、ミトコンドリアの係わった細胞障害、

酸化ストレスの関連性、重要性を明らかにす

るものであり、ミトコンドリア保護を通した

新たな尿路結石予防の可能性が考えられた。

そして、これらは、女性ホルモンの新たな作

用のひとつである可能性が考えられた。 

 

女性ホルモンによる腎尿細管細胞とミトコ

ンドリア障害への影響（(1)-①） 

雌のモデルマウスでは、まずミトコンドリ

アの変形がおこり、尿細管細胞、微絨毛の崩

壊、尿細管管腔内への崩壊物質の脱落、そし

て崩壊物質が凝集することで結晶核の形成

を起こすという形態変化が雄のモデルマウ

スに比べて遅く進むが、卵巣摘除雌マウスで

は、通常の雌よりもやや早く形態変化が起き

ているように思われた。また、ミトコンドリ

アや尿細管細胞の形態は女性ホルモンがな

い状況だと障害が大きい傾向に思われた。 

この結果は、「腎尿細管細胞とミトコンド

リア障害からみた雌雄の違い」で起きた雄雌

の差が女性ホルモンにより引き起こされた

ものと考えさせるものであった。つまり、女

性ホルモンが、抗細胞障害作用を持ち、ミト

コンドリアの保護をして、結石形成に対し予

防的に作用していたことをさらに示唆する

ものであった。 

 

電子顕微鏡を用いた OPN の免疫染色法（(1)-

②） 

結石モデルマウスでは、グリオキシル酸投

与後から遠位尿細管管腔側に OPN が発現。 

特に障害され、崩壊した細胞周囲に発現して

いる。その後、崩壊したミトコンドリアや微

絨毛とともに管腔内へ OPN が出現し、管腔内

のOPNが崩壊物質とともに結晶核を形成し始

める。 

 この結果は、以前より OPN が結石の原因な

のか、抑制物質となるのか、結石の形成へ及

ぼす作用は明らかではなかった。しかし、結

石の形成初期に OPN が出現しており、結石に

含有されるように観察されることから結石

の形成を担う物質の一つである可能性が考

えられた。 

 

結石形成期における女性ホルモンとOPNの関

係（(1)-②） 

雌において、OPN は初期では雄より多く発

現しており、数日たつと雄よりも少なくなっ

ている傾向を認めた。そして、OPN ノックア

ウトマウスを用いた検討では、モデルマウス

と比べて、雄雌ともに結石の形成が遅く、形

成量が少ない。さらに、モデルマウスだと認

められた結石の消失現象が、雄だと認められ

なくなっている。 

この結果は、女性ホルモンが結石形成期に

起きる細胞障害およびミトコンドリア障害

に対する防御作用として、OPN の発現との関

係を示すとともに、消失現象にも関与してい

る可能性が考えられた。 

 本研究の成果はいままで明らかになって

いなかった尿路結石形成におけるOPNの作用

を明らかにし、女性ホルモンが結石の消失に

ついても影響し、重要であることを示すもの

であった。 

 

結石形成予防法の開発（(2)） 

 マウスへ女性ホルモン類似作用を持つ物

質であるイソフラボンを用いて結石の予防

効果の研究を開始した。現在のところ、本項

目については研究中であり、投与方法や投与

量の調整を行っており、結石の予防薬になり

えるかは、結果が出ていない。しかし、今ま

での研究成果からすると、結石の予防効果は

あると予想される。もともと健康食品などで

用いられている物質でもあり、結果が出れば、

人体への投与も危険性が少ないのではない

かと考えている。 

 このような物質が予防薬となることがで

きれば、予防投薬の垣根が低くなり、尿路結

石患者の再発率の低下に貢献するのではな

いかと考えている。 
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